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研究の目的
光吸収の尐ない生体試料の観察においては、一般に、位相差顕微鏡法や微分干渉顕微鏡法など、試料と媒質の間の屈折率の違い
を使った手法、あるいは、散乱光（主としてミー散乱）を利用した暗視野照明法が用いられる。このような顕微鏡では、コンデンサ
レンズ焦点面（または、対物レンズ焦点面）に共役な位置（コノスコープ面）にリング状の絞りを配置する環状照明法が使われ、試
料のサイズや観察目的に応じて、対物レンズやリング絞り径を切り換えて使用する。本研究では、レーザー光を照明光源とすること
により高い輝度での管状照明を実現することで、微小管や小胞などの生物試料の微細な構造を容易に観察できる手法として確立する
ことを目指す。
結果と考察
①新照明方法の開発
図１ 従来型のケーラー照明法 図２ レーザー光を使用する場合 図３ 走査型照明法
図１～３には、照明方法の模式図を示す。一般に用いられているケーラー照明法は、照明ムラのない優れた方法であるが、試
料面で照明光が平行光となり、高い輝度での照明は難しい。環状照明は、コンデンサの開口面に環状に光を集めて照明する方法で
あるが、位相差顕微鏡法により生体試料を観察する方法として使われる他、暗視野照明法としての応用や分解能の改善に有効であ
るとの報告がある（Vainrub et al., Opt. Let., 31:2855-2857,2006)。環状照明法の大きな欠点は、コンデンサ絞り面を通過す
る光のロスが大きく、十分な照明強度が得られないために、微小管や細胞内小胞など、微細な構造を観察する上で不利となる。一
方、単波長のレーザー光源は、高い集光特性を有し、コンデンサレンズに平行に導入すれば、試料面で効率よく集光させ、高い輝
度の照明が可能となるが、レーザー光の高い干渉性のための別の問題が生じる。照明光が、互いに干渉し合うために、図２のよう
な照明方法は通常は実現できない。もし、試みたとしても、スペックルノイズと呼ばれる多重の干渉縞が発生するために、観察像
と背景ノイズとが区別できず、顕微鏡観察は不可能である。そこで、図３のように、コンデンサの絞り全面を使用するのではなく
、常に部分的な照明を行い、環状に照明光を別の角度で走査することで、干渉縞の発生を抑える方法を採用する。本年度、圧電素
子を使った走査型反射ミラーを使った照明装置を新しく開発し、実用化に向けた改良を行った。
•
②装置の概要
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図４ レーザー走査型照明
システムの概要
図４に開発した装置の概要を示す。光源は、YAGレーザー（Coherent, DPY 
315M, 波長532 nm）を用い、適当な倍率で、通常の明視野照明顕微鏡のコンデン
サ焦点面（前焦点）に投影できるように、途中にカップリング光学系を挿入する
配置とした。レーザーは、三相交流と同じように、2π/3 radずつタイミングを
ずらした一定周波数の正弦波を発生させる装置（CONTEC, DA116-4）からの出力
を、ピエゾ駆動電源（PI-501）に導入した。ピエゾ駆動装置（PI-S316.00, セン
サーによる閉回路制御可能）を、任意の周波数（<4 KHz）、任意の角度振幅
（<0.068度）でリング状に走査するようにした。途中で約1/100倍の倍率の光学
系を入れることで、<6.8度の角度範囲で走査し、コンデンサレンズの前焦点面全
領域をカバーする照明系をデザインした。
この照明装置を使用することで、通常の明視野顕
微鏡を使って、暗視野照明顕微鏡、位相差顕微鏡、
明視野顕微鏡の３種類の観察法を、電気的に容易に
切り換えて使用できるようになった。高い輝度での
照明が可能となったために、微小管・微小繊維など
の細胞骨格の生体観察に応用する研究へと展開する
予定である。
